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resuMen
En la cadena de producción de biodiesel a partir de microalgas, las etapas de disrupción celular y 
extracción de lípidos son importantes para la obtención de triglicéridos que pueden ser transesterifi-
cados a biodiesel y glicerina. En este trabajo se adaptó el método propuesto por Bligh & Dyer, a la 
extracción de lípidos de microalgas nativas, evaluando conjuntamente el pretratamiento organosolv o 
hidrólisis ácida como mecanismo de disrupción celular y utilizando el cloroformo (CHCl3), el metanol 
(CH3OH) y el agua (H2O), como solventes.
En la parte experimental, se emplearon las especies Botryococcus braunii, Nannocloropsis, Clos-
terium, Guinardia y Amphiprora. La adaptación del método consistió en determinar las mejores 
condiciones de extracción, tales como: relación biomasa/solvente 1:20, relación inicial de solventes 
CHCl3:CH3OH:H2O (1:2:0), agitación a 5000 rpm durante 14 minutos y centrifugación a 3400 rpm du-
rante 15 minutos. 
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Luego de realizar la extracción, los mecanismos de disrupción celular aplicados permitieron obtener 
extractos más ricos en lípidos, pero desfavorecieron significativamente los porcentajes totales de la 
misma. Finalmente, los perfiles de ácidos grasos mostraron que la especie Botryococcus braunii con-
tiene mayor porcentaje de área de acilgliceroles aptos para la producción de biodiesel. 
Palabras clave: biomasa, disrupción celular, extracción, lípidos, método Bligh & Dyer, microalgas 
AbstrAct
In the biodiesel production process from microalgae, the cell disruption and lipid extraction stages 
are important for obtaining triglycerides that can be transesterified to biodiesel and glycerol. In this 
work, the Bligh & Dyer method was adapted for lipid extraction from native microalgae using organo-
solv pretreatment or acid hydrolysis as cell disruption mechanism for improve the extraction process. 
Chloroform-methanol-water are the solvents employed in the Bligh & Dyer extraction method. The 
microalgae species Botryococcus braunii, Nannocloropsis, Closterium, Guinardia y Amphiprora were 
employed for the experimental part. Adaptation of the method was found the best extraction condi-
tions, these were: 1:20 biomass/solvent ratio, initial ratio solvents CHCl3:CH3OH:H2O (1:2:0), stirring 
conditions of 5000 rpm for 14 minutes and centrifuge of 3400 rpm for 15 minutes. The cell disruption 
mechanisms allowed to obtain extracts with high lipid content after performing the extraction with 
Bligh & Dyer method, but decreases significantly the total extraction yield. Finally, the fatty acids pro-
files showed that Botryococcus braunii specie contains higher acylglycerol percentage area suitable 
for the production of biodiesel.
Keywords: biomass, bligh & dyer method, cell disruption, extraction, lipids, microalgae
i. introducción
El cambio climático es uno de los grandes de-
safíos del Siglo XXI debido a que sus impactos 
son globales y cada vez más severos sobre la es-
tabilidad económica, social y ambiental del plane-
ta. En respuesta a esta problemática, las políticas 
ambientales han favorecido el incremento del uso 
de biocombustibles en el mundo, principalmente 
aquellos que pueden sustituir los combustibles 
fósiles utilizados en el transporte vehicular [1]. 
Actualmente, los biocombustibles en los que se 
ha invertido más esfuerzo son el etanol, a partir 
de caña de azúcar y maíz, y el biodiesel, a partir 
de fuentes oleaginosas. Sin embargo, la susten-
tabilidad de su producción se ha visto fuertemen-
te cuestionada por la gran demanda de cultivos 
que requieren para su obtención [2]. Para lograr 
sustentabilidad económica y ambiental, es impor-
tante que el proceso de producción de biocom-
bustibles no sólo sea renovable, sino que también 
contribuya al secuestro de CO
2 atmosférico [3]. 
Por lo anterior, los biocombustibles de tercera ge-
neración, derivados principalmente de microbios 
y microalgas, se consideran una alternativa viable 
de fuente de energía porque no presentan los in-
convenientes asociados a los biocombustibles de 
primera y segunda generación [4]. 
Las microalgas contribuyen de manera impor-
tante a la fijación de CO2 y pueden producir una 
amplia gama de biocombustibles, tales como: 
biodiesel, bioetanol, biometano y biohidrógeno 
[5]. Así mismo, tienen el potencial de asegurar 
una gran producción de biodiesel por unidad de 
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área debido a su alto contenido de lípidos, el 
cual supera a todas las fuentes de biodiesel uti-
lizadas en la actualidad [6]. El objetivo principal 
de este trabajo, fue adaptar el método de Bligh & 
Dyer [7] a la extracción de lípidos de microalgas 
nativas, evaluando previamente mecanismos de 
disrupción celular.
ii. MAteriAles y Métodos
Las especies de microalgas utilizadas fueron 
suministradas por la Corporación Instituto de Mo-
rrosquillo (Punta Bolívar, Colombia); se cultivaron 
en estanques abiertos, se cosecharon por flocu-
lación, se secaron al sol y se refrigeraron hasta su 
utilización; las especies trabajadas fueron: Clos-
terium 200 ppm Al2(SO4)3, para determinar la rela-
ción biomasa/solvente; Closterium de agua dulce 
en el diseño experimental; Guinardia, para se-
leccionar el mejor pretratamiento, y Amphiprora, 
para verificar la influencia del pretratamiento en 
la extracción. Adicionalmente, el Instituto Colom-
biano del Petróleo suministró las especies Nan-
nocloropsis, cosechada por floculación y secada 
hasta su utilización, y Botryococcus braunii, la 
cual se secó por liofilización. Estas dos especies 
se emplearon para determinar la influencia de la 
adición de agua en la primera agitación. 
Se usaron distintas especies de microalgas 
en diferentes partes del desarrollo experimental 
debido a la no disponibilidad de biomasa, lo cual 
generó resultados poco rígidos. Sin embargo, 
este trabajo brinda una primera aproximación de 
la implementación del método de Bligh & Dyer 
[7], a un grupo heterogéneo de especies de mi-
croalgas nativas, dentro del proyecto “Biopros-
pección de microalgas colombianas para la pro-
ducción de biodiesel”. Los reactivos empleados 
en la etapa de disrupción celular fueron: metanol, 
ácido sulfúrico y ácido clorhídrico y en la etapa 
de extracción, como solventes, se utilizaron me-
tanol y cloroformo. Además, durante todo el desa-
rrollo experimental se empleó agua destilada. La 
biomasa previamente seca se sometió a pretra-
tamiento organosolv [8] o hidrólisis ácida; luego 
se filtró al vacío y se lavó con abundante agua 
destilada para eliminar los residuos de ácido; fi-
nalmente, se secó para su posterior extracción.
El proceso de extracción mediante el método 
Bligh & Dyer Fig. 1, contempla las etapas de agita-
ción, centrifugación, separación y volatilización [7]. 
En la etapa de agitación se evaluaron dos propor-
ciones de biomasa/solvente 1:10 [7], [9] y 1:20 con 
base en los resultados de las pruebas prelimina-
res: el efecto de la adición de agua en la primera 
parte de la agitación, y el efecto del tiempo y de la 
frecuencia de homogenización, según un diseño 
experimental. La centrifugación se llevó a cabo du-
rante 15 minutos y se evaluó la máxima frecuencia 
reportada por la literatura (2500 rpm) (Instituto de 
salud pública de Chile) y la máxima permitida por 
el equipo disponible (3400 rpm) en el Laboratorio 
de Biomasa de la Universidad Industrial de San-
tander. La separación de las fases se realizó extra-
yendo la fase superior (CH
3OH- H2O) de los tubos 
de centrífuga, mientras que la fase inferior (bioma-
sa/lípidos- CHCl3) se filtró por gravedad. Finalmen-
te, el extracto lipídico se dejó volatilizar hasta peso 
constante para su cuantificación. Para cada expe-
rimento se realizaron como mínimo dos réplicas 
con el fin de dar reproducibilidad a los resultados. 
Los extractos lipídicos de las especies Nannoclo-
ropsis y Botryococcus braunii se caracterizaron 
por medio de cromatografía de gases “Análisis 
FAMES” (Fatty Acid Methyl Esters), empleando un 
cromatógrafo Agilent 7890 con detector FID y una 
columna DB 5-Ht de 15m. 
Fig 1. Etapas del proceso de extracción Bligh & Dyer
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iii. resultAdos y Análisis
En la etapa de agitación se evaluó inicialmente la 
relación biomasa/solvente 1:10 de la cual no se ob-
tuvo ningún extracto, debido a que la velocidad de 
volatilización del cloroformo fue mayor a la veloci-
dad de filtración de la mezcla, quedando toda la bio-
masa retenida en la etapa de filtración. No obstante, 
al realizar la extracción con una relación biomasa/
solvente de 1:20 se superó este inconveniente, 
por lo que se decidió mantener esta para pruebas 
posteriores. Por otra parte, al trabajar con una fre-
cuencia de 2500 rpm en la etapa de centrifugación 
no se logró separar totalmente las fases, mientras 
que con una frecuencia de 3400 rpm se identificó 
el sistema bifásico formado por una fase superior 
metanol-agua e inferior cloroformo-lípidos-biomasa. 
Por esta razón, para pruebas posteriores se decidió 
centrifugar a 3400 rpm durante 15 minutos.
El porcentaje de extracto lipídico obtenido para 
dos especies de microalgas de bioprospección 
nacional, con y sin adición de agua en la prime-
ra parte de la etapa de agitación, se muestra en 
la Tabla 1 donde se observa, que la adición de 
agua disminuyó el porcentaje de extracción para 
las especies Botryococcus braunii y Nannoclo-
ropsis en un 15% y 40%, respectivamente. Esto 
se debe a que el agua es soluble con el metanol 
e insoluble con el cloroformo y los lípidos, lo cual 
afecta la solubilidad cloroformo - metanol y dificul-
ta la extracción de los lípidos. Con base en estos 
resultados se concluyó que para la adaptación de 
la metodología Bligh & Dyer, a la extracción de 
lípidos de biomasa de microalgas, no es conve-
niente adicionar agua en la primera parte de la 
agitación. Para estas pruebas la relación bioma-
sa/agua se mantuvo en 1/3,2.
TABLA I 
Resultados del efecto de adicionaR agua en  
la PRimeRa PaRte de la agitación.
Para estudiar el efecto de la frecuencia de agi-
tación sobre el rendimiento de la extracción, se le 
realizó a la especie Closterium, disrupción celular, 
mediante pretratamiento organosolv; la extracción 
se llevó a cabo homogenizando la mezcla biomasa/
solvente durante 14 minutos a frecuencias de 5000, 
8000 y 11000 rpm. En la Fig. 2 se observa que un 
aumento en la frecuencia de agitación disminuye el 
porcentaje de extracto lipídico; este resultado coin-
cide con lo reportado por [10], quienes evaluaron la 
extracción asistida con ultrasonido aplicando fre-
cuencias entre 19 y 300 kHz, obteniendo mayores 
rendimientos de extracción a bajas frecuencias. Por 
lo tanto, se decidió efectuar un diseño experimental 
para analizar conjuntamente las variables tiempo y 
frecuencia de agitación.
Fig 2. Efecto de la frecuencia de agitación sobre 
el porcentaje de extracción.
Las variables estudiadas en el diseño experimen-
tal fueron: la sumatoria de tiempos en la homogeni-
zación (min) y la frecuencia de agitación (rpm). 
En la Tabla 2 se presentan los valores de los 
niveles seleccionados para cada una de las va-
riables del diseño experimental. 
TABLA II 
ValoRes y niVeles de las VaRiables estudiadas.
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La matriz de diseño experimental y sus respec-
tivos porcentajes de extracto lipídico obtenidos se 
muestran en la Tabla 3. Los mejores resultados 
se encuentran al nivel más bajo de cada variable 
y corresponden a los experimentos 1 y 6.
TABLA III 
matRiz del diseño exPeRimental y PoRcentajes de ex-
tRacto liPídico obtenidos duRante la extRacción.
 
En el diagrama de Pareto Fig. 3a, se observa 
que las variables tiempo, frecuencia y su interac-
ción, presentan efectos significativos sobre la ex-
tracción, debido a que todos los bloques pasan 
el umbral (línea interna vertical gruesa). Además, 
se puede inferir que las variables tiempo y fre-
cuencia presentan efectos negativos sobre el ren-
dimiento de la extracción de lípidos de microal-
gas, siendo el tiempo el factor que más afecta 
negativamente la variable de respuesta. Por últi-
mo, cabe destacar que la combinación entre las 
variables independientes tiene un efecto positivo 
sobre la variable de respuesta estudiada. Como 
complemento, se ilustra en la Fig. 3b un análisis 
cuantitativo del efecto de las variables estudiadas 
sobre el porcentaje de extracto, en el cual se ve-
rifica, que el tiempo es el factor más influyente 
en el rendimiento de la extracción, ya que a me-
nores tiempos de agitación (14 minutos) se obtie-
nen mayores porcentajes de extracción (7-7,6%), 
mientras que trabajando a frecuencias de 5000 
rpm se alcanzan menores rendimientos (6,6-7%).
Fig 3. a) Efecto de la frecuencia de homogenización y tiempo de agitación sobre el porcentaje 
de extracto lipídico,  
b) Gráfico de efectos principales para el porcentaje de extracto lipídico.
La interacción entre el tiempo y la frecuencia 
de agitación se puede ver en la Fig. 4 en la que la 
superficie y curva de nivel presentan una región 
con mayor porcentaje de extracto lipídico y otra 
con menor porcentaje denotadas por las zonas 
oscuras y claras, respectivamente. Se puede ob-
servar, entonces, que el porcentaje de extracto 
lipídico se maximiza cuando las variables tiempo 
y frecuencia de agitación se encuentran en el ni-
vel más bajo dentro de la región experimentada; 
es decir, 14 minutos y 5000 rpm. 
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Fig 4. Efecto de la frecuencia y tiempo de agitación sobre el porcentaje de extracto lipídico.  
a) Diagrama superficie de respuesta b) Diagrama de contorno.
Teniendo en cuenta que la pared celular de las 
microalgas se destruye por la degradación de los 
polisacáridos presentes en la biomasa, y que es-
tos y otros componentes de la matriz sólida son 
solubles en el licor de hidrólisis, un gran porcentaje 
de la biomasa sometida al proceso de lisis celular 
pasa a formar parte de este licor, disminuyendo la 
biomasa sometida a extracción. El porcentaje de 
biomasa que pasa a formar parte del licor después 
de la etapa de disrupción celular se muestra en la 
Fig. 5 en la cual se observa que la fracción má-
sica de los componentes hidrosolubles en el licor 
de hidrólisis varía según la especie de micro alga 
y el método de disrupción celular aplicado. Por 
ejemplo, para el caso de la especie Guinardia, el 
porcentaje de biomasa que pasa a formar parte del 
licor de hidrólisis es mayor con pretratamiento or-
ganosolv, en comparación con la hidrólisis ácida. 
Fig 5. Porcentaje de biomasa que pasa a formar parte 
del licor de disrupción celular 
 Pretratamiento Organosolv,  Hidrólisis ácida.
Para la especie Guinardia se evaluaron dos mé-
todos de disrupción celular: hidrólisis ácida y pre-
tratamiento organosolv, los cuales, como se puede 
observar en la Fig. 6a, no incrementaron el por-
centaje de extracto lipídico. Con base en estos re-
sultados, el pretratamiento organosolv se descartó 
para pruebas posteriores, por una parte, debido a 
los bajos porcentajes de extractos lipídicos obteni-
dos y, por otra, a la dificultad en el desarrollo de la 
extracción. Mientras que la disrupción celular con 
hidrólisis ácida, aunque reportó una disminución 
del 32% en el rendimiento, continuó siendo objeto 
de estudio, ya que facilitó las etapas de centrifu-
gación y filtración durante la extracción. Se reali-
zaron, posteriormente, nuevas pruebas, aplicando 
hidrólisis ácida a la especie Amphiprora Fig. 6b, 
con el fin de verificar que el efecto negativo de este 
método se presentaba también en otras especies; 
se obtuvo, entonces, una disminución del 55% en 
el rendimiento de la extracción. Los porcentajes de 
extracto lipídico se calcularon con base en la bio-
masa, antes de realizar la disrupción celular.
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Fig 6. Efecto de la disrupción celular sobre el porcen-
taje de extracción a las condiciones óptimas de extrac-
ción. a) Especie Guinardia  
b) Especie Amphiprora.
Los bajos rendimientos de extracción em-
pleando biomasa con disrupción celular, respec-
to de biomasa sin disrupción celular, se deben 
a que el método de extracción Bligh & Dyer, en 
particular, extrae, además de lípidos, cantidades 
significativas de componentes no lipídicos [11]. 
Al aplicar previamente un método de disrupción 
celular, estos componentes no lipídicos pasan a 
formar parte del licor de hidrólisis, obteniéndose 
un extracto lipídico más puro, en comparación 
con la extracción en la que se utiliza biomasa sin 
disrupción celular. Es decir, que la aplicación de 
un método de disrupción celular permite obtener 
extractos más puros luego de realizar la extrac-
ción de lípidos con el método Bligh & Dyer, aun-
que se obtengan menores porcentajes de esta. 
La eficiencia de la extracción que se muestra en 
la Tabla 4 se calculó con base en los porcenta-
jes de lípidos totales para cada especie, de la 
siguiente manera:
Donde E es la eficiencia de la extracción, A es 
el porcentaje de lípidos totales y B es el rendi-
miento obtenido en este estudio. 
TABLA IV 
eficiencia de la extRacción PaRa VaRias  
esPecies de micRoalgas.
La especie Nannocloropsis presentó el rendi-
miento más bajo; Closterium, Amphiprora y Botr-
yococcus se acercaron a un rendimiento del 50% 
y los mejores resultados se obtuvieron con Gui-
nardia. Este alto rendimiento fue consecuencia 
de la rápida separación entre el extracto lipídico 
y el sólido en la etapa de filtración. Los croma-
togramas de los análisis de FAMES (Fatty Acid 
Methyl Esters) de los extractos lipídicos para las 
especies Botryococcus braunii y Nannoclorop-
sis ampliados durante los primeros 7 minutos se 
muestran en las Fig. 7 y 8. 
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Fig 7. Cromatograma (análisis FAMES) ampliado durante los primeros 7 minutos del extracto lipídico  
de Botryococcus braunii sin disrupción celular.
Fig 8. Cromatograma (análisis FAMES) ampliado de los primeros 7 minutos del extracto lipídico  
de Nannocloropsis sin disrupción celular.
En el perfil de los ácidos grasos para las es-
pecies Botryococcus braunii y Nannocloropsis 
Tabla 5 se observa que el método Bligh & Dyer 
[12], extrae ácidos grasos saturados (verde) e in-
saturados (azul), así como grasos comunes en 
aceites vegetales (amarillo) y animales (rojo); áci-
dos grasos poco comunes (gris) y ácidos grasos 
esenciales (naranja) poliinsaturados, comúnmen-
te llamados omega-3 (Linolénico), omega-6 (Lino-
lénico) y omega-9 (Oléico). También se muestra 
que el 34.6% y el 12,5% para las especies Bo-
tryococcus braunii y Nannocloropsis correspon-
den respectivamente al porcentaje de área de 
acilgliceroles presentes en los extractos lipídicos. 
Estos acilgliceroles pueden ser aptos para la pro-
ducción de biodiesel. 
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TABLA V 
PeRfil de Ácidos gRasos PResentes en las esPecies  
botRyococcus bRaunii y nannocloRoPsis.
iV. conclusiones
El método propuesto por Bligh & Dyer se adap-
tó a la extracción de lípidos de microalgas nati-
vas, en la que las mejores condiciones de ope-
ración fueron: relación biomasa/solvente 1:20, 
frecuencia de homogenización 5000 rpm, tiempo 
total de homogenización 14 minutos, frecuencia y 
tiempo de centrifugación 3400 rpm y 15 minutos, 
respectivamente. Además, la adición de agua en 
la primera parte de la agitación facilitó la filtración, 
aunque disminuyó el porcentaje de extracción de 
aceite en un rango entre 15-40%, dependiendo 
de la especie de microalga trabajada. 
La hidrólisis ácida como método de disrup-
ción celular permite obtener extractos más ricos 
en lípidos luego de realizar la extracción con la 
metodología propuesta, si bien se desfavorece 
significativamente el porcentaje total de extracto 
lipídico, en un rango entre el 32 y 55%, según la 
especie de microalga trabajada. El análisis FA-
MES mostró que la especie Botryococcus brau-
nii contiene mayor porcentaje de área de acil-
gliceroles (34,6%) aptos para la producción de 
biodiesel en comparación con la especie Nanno-
cloropsis (12,5%). 
Finalmente, es de resaltar que este trabajo es 
pionero en Colombia y es una aproximación al 
estudio y adaptación del método propuesto por 
Bligh & Dyer, a la extracción de lípidos de mi-
croalgas para la producción de biodiesel. Sin 
embargo, se recomienda aplicar la metodología 
propuesta en este trabajo a otras especies de 
microalgas nativas, evaluando conjuntamente fil-
tración al vacío o membranas con el fin de incre-
mentar la pureza del extracto lipídico y los ren-
dimientos de la extracción. Así mismo, buscar 
métodos alternativos para identificar los com-
ponentes no lipídicos que generan ruido en los 
cromatogramas, como pueden ser las fracciones 
de biomasa solubles en cloroformo.
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